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Abstrakt  
Gennem litteraturstudier er der redegjort for exonuklease 1’s (EXO1) funktion i homolog 
rekombinations repair (HRR) med henblik på at belyse dens rolle i forbindelses med 
carcinogenesis i dette system. I HRR er EXO1 foreslået en 5’-3’ exonukleolytisk rolle i 
forbindelse med MRN/X-kompleksets initiering af reparation af dobbeltstrengede 
brud(DSB). EXO1 er i forvejen kendt som den primære nuklease i mismatch repair (MMR)-
systemet, et repair system der virker i forlængelse af HRR, idet det reparerer heteroduplex 
DNA. Derfor har vi undersøgt EXO1s funktion i HRR såvel som i MMR, og derefter 
diskuteret, hvorvidt EXO1 er den primære nuklease i initieringen i HRR. Vi konkluderer at 
EXO1s primære rolle ikke er i forbindelse med HRR. En fjernelse af EXO1 vil ikke føre til 
cancer i forbindelse med HRR, da den kun i ringe grad kan kompensere for MRN/X-
komplekset og kun ved behandling af rene brud. Derimod er den essentiel i MMR-
systemet og en fjernelse af EXO1 herfra vil føre til et stærkt forringet system. 
 
Abstract 
Through studies of existing works, the function of exonuclease 1 (EXO1) in homologous 
recombination repair (HRR) has been clarified, mainly with focus on its role in connection 
with carcinogenesis. EXO1 is suggested to have a 5’-3’ -exonucleolytic function in HRR, 
related to the MRN/X complex mediated initiation of double stranded break repair (DSB 
repair). EXO1 is known to be the primary nuclease in the mismatch repair (MMR) system, 
which works in continuation of HRR, where it repairs the heteroduplex DNA. Thus we 
illuminate the function of EXO1 in HRR and MMR in this study, and subsequently we 
discuss whether or not EXO1 is the primary nuclease in HRR initiation. We have come to 
the conclusion that the primary role of EXO1 is not in connection with HRR. Removal of 
EXO1 does not lead to cancer in relation with HRR, because it poorly compensates for the 
MRN/X complex and only during treatment of clean DSBs. However EXO1 is essential to 
the MMR system and removal of EXO1 leads to a strong deterioration of this system.  
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Formål 
 
I denne rapport er det primære formål at få belyst exonuklease 1’s funktion i forbindelse 
med homolog rekombinations repair. Dette er med henblik på at undersøge exonuklease 
1’s rolle i carcinogenesis. 
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Indledning 
 
Genomskader er almindelige i organismer. Skaderne kan være forårsaget af fejl i 
metaboliske processer eller af eksterne agenter så som UV-stråling, alkylerende stoffer 
m.m. En celles vigtigste opgave er at opretholde dens genomintegritet. Der findes en 
række evolutionært konserverede mekanismer, som mere eller mindre præcist kan 
genskabe genomet efter en skade er sket.  
Normalt kan en skade på den ene streng af et dsDNA (dobbeltstrenget DNA) molekyle 
repareres ved at bruge den komplementære streng som template, men hvis der er tale om 
et dobbeltstrenget brud er der brug for andre systemer. 
Et af disse systemer er reparation ved homolog rekombination (HRR). Dette fungerer i 
store træk ved at benytte en homolog sekvens som template til at resyntetisere de 
manglende nukleotider i det skadede område. Homolog rekombination bruges dog ikke kun 
til reparation, det bruges også i andre kontekster i cellen, bl.a. under meiosen og ved brud 
omkring stagnerede replikationsgafler. 
 
En lang række proteiner spiller ind i homolog rekombination. Det er foreslået at en relativt 
nyopdaget exonuklease, exonuklease 1(EXO1), indvirker i dette system [Moreau et al. 
2001]. Hvis der sker et dobbeltstrenget brud på et kromatid, klipper EXO1 hver DNA-streng 
i 5’-3’ retningen, således at der opstår 3’-overhæng [Aylon og Kupiec 2004]. Herefter kan 
andre proteiner udføre det resterende reparationsarbejde. 
 
Til reparation af misparrede basepar, der kan opstå under replikation og rekombination, 
benyttes mismatch repair systemet (MMR), hvor i EXO1 indgår. MMR-systemet kan rette 
base-base mismatches og insertion/deletion loops (IDLs) på genomet [Harfe og Jinks-
Robertson 2000]. Herved kan det undgås at skader bliver til mutationer. Nogle af de 
involverede proteiner i MMR danner komplekser, der kan genkende genomskader og 
aktivere EXO1. EXO1 bortskærer de misparrede baser eller IDLs, hvorefter det er muligt at 
gendanne og replikere DNA i dets oprindelige form. Det er yderst vigtigt at disse fejl og 
skader opdages og rettes, da de ellers kan føre til mutationer, der kan medføre cancer.  
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Det er vist i gær, at hvis generne, der koder for MMR-komplekserne inaktiveres, skaber det 
genetisk ustabilitet [Harfe og Jinks-Robertson 2000].  
Der kendes til proteiner i HRR der, hvis de er muterede, kan føre til forskellige former for 
cancer, bl.a. breast cancer proteinerne BRCA1 og BRCA2, der, som navnet antyder, er 
medvirkende til udvikling af brystkræft. Også proteinet NBS1 (Nijmegen breakage 
syndrome) der medvirker i HRR, samt visse MMR-proteiner kan i muteret form være 
medvirkende til cancer [Thompson og Schild 2002].  
Da EXO1 er foreslået en rolle i HRR samt er involveret i MMR, er det tænkeligt at en 
mutation i dette protein kan føre til cancer, hvilket vil blive belyst i dette projekt. 
    
 
HOMOLOG REKOMBINATION 
 
Homolog rekombination er en af flere måder, hvorpå cellen kan reparere dobbeltstrengede 
brud (DSB) på DNA. HRR fungerer ved at et DSB kan repareres ved at benytte et søster-
kromatid eller en homolog sekvens som template til at genskabe den sekvens, der er gået 
tabt. HRR er fejlfri og er mest aktiv sent i S-fasen og i starten af G2-fasen [Valerie og Povirk 
2003]. Grunden hertil er sandsynligvis at der i G2-fasen er et søsterkromatid, hvilket gør 
HRR fordelagtigt. Hvis cellen er i G1-fasen, skal der findes en homolog sekvens som 
template. Denne sekvens er ikke nødvendigvis i nærheden af DSB-sitet og skal derfor 
fremfindes i nukleus. Derfor vil en anden og hurtigere måde være mere effektiv. Det er 
herudover også muligt at benytte samme kromosom som template, hvis sekvensen koder 
for et gen der transskriberes flere gange i træk. 
 
Den primære gruppe af proteiner der er involveret i HRR, tilhører RAD52 epistasis gruppen 
og består af proteinerne RAD51, RAD52, RAD54, RAD55 og RAD57 [Symington 2002]. 
Regulering af systemet styres bl.a. af en række proteinkinaser af typen phosphatidylinositol 
3-kinase-like (PIKK) familien, i særdeleshed ATM [Valerie og Povirk 2003].  
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Figur 1: De forskellige trin i HRR. Figuren viser hvordan et DSB behandles efter induktion ved 
bortskæring (næstøverst). Herefter ses strenginvasionen af homologen, efter at denne er fremfundet 
(midten). Resyntese og dannelse af Holliday junctions ses derefter (næstnederst), og endeligt ses 
kløvningen af Holliday junctions (nederst), der i dette tilfælde resulterer i rekombination. [modificeret 
fra http://www.st-andrews.ac.uk/~mfw2/Images/DSB%20repair.JPG] 
 
Figur 1 viser i korte træk, hvordan HRR fungerer. Den første begivenhed efter dannelsen af 
et DSB, er bortskæring af DNA ved hjælp af nukleaser, der klipper i 5’-3’ retningen. 
Bortskæring i 5’-3’-retningen laver således enkeltstrengede 3’-overhæng. Efter en homolog 
er fundet, enten i form af et homologt kromosom eller et søsterkromatid, sker der en 
såkaldt strenginvasion, som er faciliteret af flere forskellige proteiner. Ved strenginvasion 
kan der dannes overkrydsninger mellem strengene kaldet Holliday junctions [Valerie og 
Povirk 2003]. 
Herefter benyttes homologen som template for resyntesen, som varetages af en ikke-
identificeret DNA polymerase. Strengene kan gennemgå to forskellige handlingsforløb: 
  
1. Nedbrydning af de dannede Holliday junctions, således at der sker en overkrydsning.  
 
2. Det homologe DNA frigøres når resyntesen er foregået længe nok til at en polymerase 
kan færdiggøre arbejdet ved at benytte en af de nysyntetiserede strenge som 
template for den anden (synthesis dependent strand annealing (SDSA)). 
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Hvis der sker fejl under resyntesen og der indsættes ikke-komplentære baser, fører dette til 
dannelse af heteroduplex DNA, hvilket skal rettes af mismatch repair systemet. 
I følgende afsnit vil hvert enkelt trin i HRR blive beskrevet i detaljer for at give et overblik 
over de proteiner, der er involveret i de respektive processer. 
 
 
1. Dobbeltstrenget brud og bortskæring af ender 
 
 
Figur 2: Det umiddelbare respons på et dobbeltstrenget brud. Bruddet genkendes af MRN-
komplekset, ATM tiltrækkes til bruddet. Bruddet behandles i 5’-3’ retningen for at skabe 3’-overhæng 
af en exonuklease [Valerie og Povirk 2003]. 
 
Efter et DSB er dannet, vil identifikation af bruddet og signalering til de relevante 
reparationsenzymer være det første der sker. Identifikationen i mammale celler bliver 
udført af et kompleks bestående af 3 proteiner: MRE11, RAD50 og NBS1 kaldet MRN-
komplekset. I gærceller er XRS2 homolog til NBS1 og komplekset kaldes derfor MRX. 
[Valerie og Povirk 2003]. 
Initieringen af selve den pathway der skal starte en signalkaskade, som fører til HRR, er 
styret af dette kompleks [Lee og Paull 2005]. Efter MRN-komplekset har bundet sig til et 
DSB, udfolder RAD50-subuniten bruddets ender ved ATPase aktivitet. Dette tiltrækker 
ATM til bruddet, som dissocierer fra den inaktive dimer-form, til aktive monomerer. Dette 
sker ikke ved autofosforylering, men afhænger af MRN-komplekset. Herved kan ATM nu 
fosforylere andre mål, som medvirker i signaleringskaskaden, der styrer HRR og 
cellecyklus [Lee og Paull 2005; Morrison et al 2000]. MRN-kompleksets binding til DNA er 
uafhængig af ATM [Mirzoeva og Petrini 2001]. 
 
MRN-komplekset er en del af et større kompleks med blandt andet en række mismatch 
repair-proteiner, signalproteiner og helikaser. Komplekset kaldes BASC (BRCA1-
associated genome surveillance complex), og menes at være et vigtigt element i 
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identifikation af DNA skader [Wang et al. 2000]. Komplekset er dog ikke konstant samlet, 
og der er indicier på, at komplekset først samles efter DNA skader af forskellige typer er 
opstået, heriblandt DSB [Wang et al. 2000]. 
 
Den efterfølgende bortskæring af DNA strengen danner et 3’-overhæng af ssDNA 
(enkeltstrenget DNA). Da MRE11-subuniten i MRN-komplekset kun kan udføre ssDNA 
endonukleaseaktivitet og 3’-5’ exonukleaseaktivitet, må der derfor være en anden faktor 
end MRN-komplekset, der spiller ind i exonukleaseaktiviteten [Valerie og Povirk 2003]. 
Selve bortskæringen forventes at være kontrolleret af ATM, da NBS1 subuniten, som er en 
del af MRN-komplekset, er substrat for ATM fosforylering. Derfor er der indirekte bevis på, 
at visse funktioner i MRN-komplekset er ATM-afhængige [Valerie og Povirk 2003]. 
 
2. Initiatorproteiner bindes 
 
 
Figur 3: Initiatorproteiner binder sig til DSB. RPA er bundet til 3’-overhængene, hvorefter RAD51 ved 
hjælp af BRCA2 også bindes omkring bruddet. RAD51-paralogerne assisterer RAD51 i dens 
funktioner. BRCA1 fosforylerer RAD51 for at aktivere det [Modificeret fra Valerie og Povirk 2003]. 
 
Bortskæringen betyder at replikation protein A (RPA) kan binde sig til det enkeltstrengede 
3’-overhæng. Der samles store mængder protein omkring det dobbeltstrengede brud, som 
kan ses som nukleære foci. Her fosforyleres histon H2AX af ATM, hvilket tiltrækker 
BRCA1, RAD54 og RAD51 til stedet. Det er muligt at dele af BASC-komplekset samles på 
dette tidspunkt i processen. ATM fosforylerer BRCA1, som herefter fosforylerer RAD51 på 
flere forskellige sites for at aktivere det [Valerie og Povirk 2003].  
BRCA2 interagerer med RAD51 og RPA ved det dobbeltstrengede brud (Figur 3). Dets 
funktion er at fremme RAD51s binding til DNA. RAD51 er en af de helt essentielle proteiner 
i HRR. Hvis en organisme mangler dette protein, vil den udvise anormal cellevækst og ikke 
overleve længe [Morrison et al. 2000]. Det menes at RAD51s rolle er at initiere 
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strengudveksling, da det er vist at RAD51 kan katalysere in vitro strengudveksling mellem 
ssDNA og homologt dsDNA [Aylon og Kupiec 2004]. RAD51-paralogerne har til funktion at 
assistere RAD51 i dets funktioner.  
 
 
3. Åbning af strengene og klargøring til strengudveksling 
 
 
Figur 4: RAD52 og RAD54 loades til DSB og medierer dannelsen af rekombinationsintermediære, som 
kan medvirke i strengudveksling og strenginvasion. WRN og BLM helikaserne sørger for udfoldning 
af strengene, således at strenginvasion kan foregå [Modificeret fra Valerie og Povirk 2003]. 
 
Flere proteiner fra RAD52 epistasis gruppen, RAD52 og RAD54, tiltrækkes til DSB af 
RAD51. RAD52 danner kompleks med RAD51, hvilket forøger 
strengudvekslingsaktiviteten. Kompleksdannelsen kræver at c-Abl, en tyrosin kinase, først 
fosforylerer RAD51 på tyrosin residues. Det vides dog ikke præcist, hvilke tyrosin residues 
der fosforyleres. c-Abl kræver en interaktion med ATM, før den kan interagere med RAD51 
[Chen et al. 1999]. 
 
Udover strengudvekslingsaktiviteten skal organismens genom gennemsøges for en 
homolog sekvens til brug som template. For at dette kan udføres korrekt, kræves det at 
både RAD51 og RAD52 er bundet til det bearbejdede DNA-brud [Aylon og Kupiec 2004]. 
Når homologen er fundet, sker der en ATP-afhængig homolog baseparring og 
strengudveksling, som er afhængig af RPA, RAD51, RAD52 og RAD54. Herefter assisterer 
RAD52 RAD51 i at danne DNA-udvekslingsintermediære ved at danne en ringformet 
struktur, der består af 7 RAD52 monomerer, som kan reagere med både ssDNA og dsDNA 
(Figur 4) [Valerie og Povirk 2003].  
 
RAD54 har ATPaseaktivitet relateret til DNA helikaser, men ingen in vitro helikaseaktivitet 
er endnu blevet observeret [Valerie og Povirk 2003]. Det menes at der er yderligere 2 
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helikaser involveret i HRR: Werner og Bloom helikaserne WRN og BLM, begge fra RecQ-
familien. Fejl i gener der koder for disse proteiner resulterer i defekt i HRR [Valerie og 
Povirk 2003]. WRNs helikasefunktion kan genkende og udfolde en række DNA-strukturer. 
Herudover katalyserer den branch migration af Holliday junctions. BLM fosforyleres af ATM 
og danner strukturer med RAD51 der kan ses som nukleære foci [Valerie og Povirk 2003]. 
BLM mutanter udviser hyperrekombination over hele genomet, så det er foreslået at BLM 
har en regulerende funktion i forbindelse med homolog rekombination [Sharma et al. 2004]. 
BLM interagerer substratspecifikt med Holliday junctions, men hvilken funktion den har i 
denne forbindelse er stadig ukendt. Herudover er BLM helikasen også en del af BASC 
komplekset [Valerie og Povirk 2003; Sharma et al. 2004] 
 
 
4. Overkrydsning og frigørelse af DNA strengene 
 
 
Figur 5: Den fremfundne homolog åbnes og danner en D-loop struktur. Herefter kan de 
enkeltstrengede molekyler invadere strukturen således at resyntesen kan finde sted [Valerie og 
Povirk 2003]. 
 
Efter homolog parring finder der en strenginvasion af ssDNA-strengene sted. Dette sker 
ved at template strengen danner en D-loop struktur, som gør binding af 3’-overhængene 
mulig (Figur 5). Herefter startes resyntesen af de manglende nukleotider af en DNA- 
polymerase [Valerie og Povirk 2003].  
 
Resyntesen foregår fortrinsvist på en af to følgende måder: 
 
Syntese afhængig streng-annealing (SDSA). 
 
Denne type adskillelse fungerer ved at de to DNA molekyler frigøres fra hinanden, før 
resyntesen af DNA er færdiggjort, men er foregået længe nok til at de komplementære 
strenge overlapper hinanden. Herved kan den komplementære streng bruges som 
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template til færdiggørelse af syntesen (Figur 6). Enten kan begge strenge på det skadede 
molekyle (Figur 6A) eller kun den ene streng (Figur 6B) medvirke i resyntesen, mens de 
stadig er bundet til template-strengen. I ingen af tilfældene finder der en overkrydsning 
sted. Denne metode til at adskille strengene er foretrukket i mammale celler [Paques og 
Haber 1999].  
 
 
Figur 6: To forskellige typer af SDSA. I A, til venstre, ses det at begge strege medvirker i resyntesen 
af det skadede molekyle ved kontakt med templaten, mens i B, til højre, medvirker kun den ene 
[Paques og Haber 1999]. 
 
Dannelse af Holliday junctions med efterfølgende adskillelse af disse. 
 
 
Figur 7: På figuren ses 3’-overhængenes invasion af homologens D-loop struktur, synteses af DNA 
og resolvering af Holliday junctions [Modificeret fra Paques og Haber 1999]. 
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Den anden mulighed er, at strengene ikke adskilles, men at resyntesen fortsætter indtil de 
nysyntetiserede strenge ligeres sammen ved enderne. Der hvor DNA-strengene krydser 
hinanden, er der dannet Holliday junctions (Figur 7) [Paques og Haber 1999]. 
 
Figur 8: Holliday junction i 3D, som viser at den har en tetrahedratisk form 
[http://www.mun.ca/biochem/courses/3107/images/Holliday_tetra.GIF]. 
 
Som det ses på Figur 8, er der to steder, hvor adskillelse af strengene kan finde sted ved 
endonukleolytisk aktivitet. Den særlige Holliday struktur betyder at adskillelsen enten fører 
til total rekombination, semirekombination eller konservering af de respektive molekyler, da 
de 4 strenge er bundet til hinanden. De forskellige muligheder ses i Figur 9: 
 
 
Figur 9: Resolvering af Holliday junctions kan føre til forskellige udfald af rekombination. På figuren 
ses til venstre til forskellige steder der kan kløves markeret med pile, enten vertikalt eller horisontalt. 
Til venstre i figuren ses de forskellige mulige udfald efter resolveringen. Ved dobbelt horisontal 
kløvning fås total rekombination og ved dobbelt vertikal kløvning er begge molekyler konserverede. 
Hvis den ene junction kløves horisontalt og den anden vertikalt finder der semirekombination sted.  
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Det er endnu ikke fastslået, hvilken nuklease der resolverer Holliday junctions dannet i 
forbindelse med HRR. Det er dog vist at både WRN og BLM stimulerer nukleolytisk aktivitet 
for diverse nukleaser i RAD2-gruppen gennem et ikke-katalytisk domæne, der er homologt 
i begge proteiner [Sharma et al. 2003; Sharma et al. 2004]. Det antages derfor at mindst en 
nuklease fra RAD2-gruppen spiller en væsentlig rolle i resolvering af Holliday junctions.  
 
Efter resolveringen dissocierer reparationsproteinerne, og de dannede nicks lukkes af en 
ligase. Der er under resyntesen at der kan dannes heterodupleks DNA, som skal repareres 
af mismatch repair systemet. Hverken ligasen eller den DNA polymerase, der syntetiserer 
de nye strenge, er endnu identificeret [Valerie og Povirk 2003].  
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EXO1 og HRR 
 
Som før omtalt formodes der at være 5’-3’ exonuklease aktivitet forbundet med HRR i 
bortskæringsdelen. Det er vist at EXO1 har både 3’-5’ og 5’-3’ exo- og endonukleolytisk 
aktivitet og det er bl.a. på baggrund af disse opdagelser, at det i litteraturen er foreslået at 
EXO1 medvirker til bortskæring ved DSB i HRR [Valerie og Povirk 2003].    
I de følgende afsnit redegøres der for EXO1s egenskaber i forbindelse med HRR. 
  
 
EXO1s egenskaber 
 
EXO1 tilhører RAD2 familien, der består af nukleaser, som er involveret i rekombination, 
DNA-repair og replikation [Lee og Wilson 1999].  
EXO1 har forskellige nukleolytiske funktioner alt afhængig af, hvilken sammenhæng 
enzymet skal fungere i: 5’-3’ exonuklease aktivitet i HRR, 5’-3’ og 3’-5’ exonuklease 
aktivitet i MMR og en endonukleolytisk aktivitet, som muligvis bruges i forbindelse med 
kløvning af rekombinationsintermediære [Lee og Wilson 1999; Hoffmann og Borts 2004]. 
EXO1 kan exonukleolytisk bortskære G:T mismatches, U:G mismatches, bubble-like 
strukturer og 3’ flap strukturer [Lee og Wilson 1999].  
Ved 5’-3’ aktivitet skal der minimum være 6 basepar før EXO1 kan loades til DNA. In vitro 
undersøgelser med EXO1s nukleasedomæne har vist at 5’-3’ exonukleaseaktiviteten er 
2,5-7 gange mere effektiv på stumpe dsDNA ender end på ssDNA og mere effektiv på 3’-
overhæng end 5’-overhæng [Lee og Wilson 1999]. Forsøg med EXO1 fra S. cerevisiae har 
vist en mindre specificitet for dsDNA end i overnævnte forsøg [Fiorentini et al. 1997]. 
 
Undersøgelser tyder på at EXO1 har en funktion i forbindelse med HO endonuklease 
inducerede DSB ved mating type switching i S. cerevisiae.  
Mating type switching er en begivenhed, hvor gærceller skifter mating type fra MATα til 
MATa eller omvendt. Dette sker ved at MATα sekvensen ved rekombination bliver udskiftet 
med MATa, som bliver hentet fra et uudtrykt locus. I denne proces bliver der lavet et DSB 
og derefter et 3’-overhæng, som kan invadere template sekvensen, der indeholder den 
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anden MAT-type. Herved kan der syntetiseres nyt DNA. Hvis denne proces ikke bliver 
afsluttet, kan ubehandlede DSB forårsage apoptosis eller stop ved G2/M checkpointet. 
Eksperimenter har vist at overudtryk af EXO1 i rad50 mutanter, kan behandle DSB, som er 
HO endonuklease inducerede, således at mating type switching  forekommer og at en 
større del af cellerne ikke stopper i G2-fasen. 
Ved wild type niveau af EXO1 i henholdsvis rad50, mre11 og xrs2 mutanter vil mating type 
switching forekomme til fulde, men med reduceret hastighed [Ivanov et al. 1994; Lewis et 
al. 2002].  
 
Baseret på denne viden er der foretaget forsøg, hvor aminosyresekvenser er blevet ændret 
i EXO1 nukleasedomænet [Lewis et al. 2002]. På denne måde undersøges det, om det er 
EXO1s nukleaseaktivitet, der behandler HO inducerede DSB, således at en større del 
gennemfører mating type switching i rad50 mutanter. Det har vist sig, at disse mutanter 
hverken kan behandle HO eller EcoRI inducerede DSB. Derfor er det konkluderet at 
EXO1s nukleasedomæne er vigtig for behandling af HO inducerede DSB. 
Resultatet underbygger teorien om, at EXO1s 5’-3’ exonuklease aktivitet er EXO1s 
primære funktion ved behandling af DSB. Dog er EXO1 ikke den primære nuklease i 
mating type switching, da dette kan foregå, uden den er repræsenteret [Fiorentini et 
al.1997; Lewis et al. 2002] 
 
 
MRX–komplekset og HRR 
 
Bortskæringen i HRR menes ikke at blive udført af MRX-komplekset alene. Undersøgelser 
har vist, at MRX kun har 3’-5’exonuklease og 3’-5’ endonuklease aktivitet, hvilket ikke 
stemmer overens med rekombinationsmodeller for HRR, som viser at der skal være 5’-3’ 
exonukleaseaktivitet til at lave 3’-overhæng. MRE11 har 3’-5’endonuklease aktivitet og 
kunne, da det er vist at RAD50 har en svag helikase funktion, udføre bortskæringen som 
resulterer i et 3’-overhæng som modellen foreskriver. Men in vivo studier foretaget med 
MRE11 med ændret sekvens i nukleasedomænet har vist at endonukleaseaktiviteten ikke 
er essentiel i HRR [Paull og Gellert 1999; Moreau et al. 2001]. 
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Det er undersøgt om en wild type koncentration af EXO1 i henholdsvis rad50, xrs2 og 
mre11 enkeltmutanter kan erstatte MRX-kompleksets funktion. Forsøg blev foretaget med 
DSB induceret af ioniserende stråling (IR) og viste, at celler med wild type niveau af EXO1 
ikke kan substituere MRX-komplekset [Lewis et al. 2002]. 
IR forårsager brud, hvor baser og deoxyriboser kan være skadede eller manglende. Denne 
type brud kaldes dirty ends. 
exo1 mutanters overlevelsesrate ved IR er næsten på niveau med wild type, mens rad50 
mutanten og rad50:exo1 dobbeltmutanten udviser et markant fald i overlevelsesraten i 
forhold til wild type. Dette kan skyldes at et wild type niveau af EXO1 ikke kan substituere 
MRX-komplekset i bearbejdning af dirty ends [Lewis et al. 2002].  
På baggrund af denne viden blev der foretaget et forsøg med komplementære ender. 
Resultatet viste at en wild type koncentration af EXO1 kan substituere RAD50 i MRX-
komplekset næsten til wild type niveau, i forbindelse med reparation af DSB med 
komplementære ender [Lewis et al. 2002]. 
 
 
EXO1 og de forskellige subunits i MRX-komplekset 
 
EXO1 og RAD50 
 
Det er undersøgt, hvorvidt EXO1 har overlappende egenskaber med RAD50 ved IR-
inducerede DSB. Undersøgelser viste at exo1:rad50 dobbeltmutanter havde en marginalt 
lavere overlevelsesrate end rad50 enkeltmutanter med overudtryk af EXO1 og markant 
lavere end wild type [Lewis et al. 2002]. 
Dette viser at EXO1 uafhængigt af RAD50 kan behandle visse IR inducerede læsioner i 
HRR. Dette er under antagelse af, at denne form for DNA skade primært bliver repareret af 
HRR, da fjernelse af RAD52 epistasis gener i celler fører til hypersensitivitet overfor 
ioniserende stråling [Lewis et al. 2002]. 
Samme type forsøg er foretaget med methylmethansulfonat (MMS) til at inducere DSB i 
stedet for IR. MMS og IR skaber forskellige former for DSB. MMS inducerer DSB via 
alkylering af DNA, hvilket medfører rene brud. Denne undersøgelse viste at et overudtryk 
af EXO1 i rad50 mutant celler har markant større overlevelsesrate end rad50:exo1 
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dobbeltmutanter. Resultaterne tyder på at EXO1 bedre kan behandle rene brud end DSB 
med dirty ends [Lewis et al. 2002].  
 
 
EXO1 og MRE11 
 
Som med RAD50 er det også undersøgt, om EXO1 og MRE11 har overlappende 
funktioner. Dette eksperiment viste at en øget koncentration af EXO1 reducerede MMS 
sensitiviteten i mre11 mutanter [Moreau et al. 2001; Lewis et al. 2002]. 
 
Forsøg har vist at mre11:exo1 dobbeltmutanter er mere MMS sensitive end mre11 og exo1 
enkeltmutanter. mre11 mutanten er mere sensitiv end exo1 mutanten og er mindre effektiv 
i bearbejdningen af HO inducerede DSB [Tsubouchi og Ogawa 2000]. 
Andre forsøg med ændret nukleasedomæne i MRE11(MRE11-H125N) har vist at 
nukleasedomænet ikke er afgørende for effektiviteten af mating type switching, da 
bearbejdningen i exo1: mre11-H125N dobbeltmutanter ikke foregår langsommere end i 
celler med komplet MRX-kompleks [Moreau et al. 2001]. 
Mre11-H125N og exo1:mre11-H125N dobbeltmutanter har lavere IR sensitivitet end 
mre11Δ mutanter. Disse resultater viser at MRE11s nukleolytiske aktivitet er involveret i 
bearbejdning af HO inducerede DSB, men andre egenskaber ved MRE11 har betydning i 
reparation af DSB, siden at sensitiviteten er lavere end i en mre11Δ mutant [Moreau et al. 
2001].  
Kun ved overudtryk af EXO1 forøges hastigheden af mating type switching fra MATα til 
MATa [Moreau et al. 2001].  
 
 
EXO1 og XRS2 
 
Reducering af IR sensitivitet er blevet målt til det samme niveau i xrs2 mutanter som i 
rad50 og mre11 mutanter [Lewis et al. 2002; Tsubouchi og Ogawa 2000].   
I gærceller er EXO1s rolle i forbindelse med signalering af DSB undersøgt. Som nævnt 
tidligere, er det MRX-komplekset der starter signaltransduktionspathwayen der skal føre til 
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reparation af skaderne. Det er foreslået at EXO1 har en overlappende funktion med at 
starte denne signaltransduktionpathway [Nakada et al. 2004]. 
I gær findes kinasen MEC1, som har homologi til gruppen af PIKK-kinaser i mammale 
celler, deriblandt ATM og ATR [Paciotti et al. 2001]. Det er underbygget, at MEC1 har 
mange af de samme funktioner som ATM [Paciotti et al. 2001], og har stor homologi med 
ATM [Paciotti et al. 2001; Brush et al. 1996]. Som tidligere nævnt spiller ATM en rolle i 
kontrol af HRR [Morrison et al. 2000]. Det er vist at en exo1Δ enkeltmutation ingen effekt 
har på aktiveringen af MEC1 signaltransduktionspathwayen. Hvis en exo1Δ mutation 
indføres i enten en mre11Δ  eller xrs2Δ enkeltmutant, hæmmes checkpointresponset 
kraftigt, hvilket ses ved manglende aktivering af proteinet RAD53 som styrer dele af 
cellecyklus [Nakada et al. 2004]. 
Dog skal det nævnes at der stadig ses en minimal aktivering af i disse dobbeltmutanter, så 
andre proteiner er involveret i aktiveringen. 
Herudover ses det i xrs2Δ  enkeltmutanter at bortskæringshastigheden i 5’-3’ retningen er 
kraftigt hæmmet, hvor exo1Δ enkeltmutanter ikke udviser nogen reduktion i 
bortskæringshastighed. Det ses at en introduktion af en exo1Δ mutation i en xrs2Δ  
enkeltmutant, hæmmer bortskæringen i større grad end i xrs2Δ enkeltmutanter [Nakada et 
al. 2004].  
MEC1s binding til DSB var kraftigt reduceret i xrs2Δ enkeltmutanter, og ikke 
tilstedeværende i xrs2Δ:exo1Δ dobbeltmutanter [Nakada et al. 2004]. 
 
Disse resultater leder til konklusionen at EXO1 samarbejder eller har en overlappende 
funktion med MRX-komplekset i at behandle DSB, og herved fremme bindingen af MEC1 
til bruddet [Nakada et al. 2004]. 
 
 
EXO1 og RAD51, 52 og 54 
 
EXO1s funktion i forhold til henholdsvis rad51, rad52 og rad54 mutanters behandling af 
DSB er også blevet undersøgt [Lewis et al. 2002]. Undersøgelsen viste at overudtryk af 
EXO1 ikke kan reducere IR/MMS sensitiviteten i en eneste af mutanterne. Endvidere blev 
det også vist at udpladningseffektiviteten for rad51 og rad54 mutanter faldt 5-25 gange for 
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celler, der ikke blev udsat for skadelig MMS eller IR. Fænotypen viste celler med stoppet 
vækst i G2/M fasen, hvilket indikerer at cellerne indeholder en stor mængde skadet DNA.  
Dette skyldes formodentligt at strenginvasion ikke finder sted, da enten rad51 eller rad54 
ikke er repræsenteret i den senere repair proces. Derfor ophobes store mængder af EXO1-
behandlet DNA [Lewis et al. 2002]. Altså har overudtryk af EXO1 her en skadelig effekt på 
cellen i rad51 og rad54 mutanter. 
Disse resultater stemmer overens med at RAD52 epistasisgruppen deltager downstream i 
forhold til EXO1 i HRR. 
 
 
MISMATCH REPAIR 
 
Selvom HHR anses for at være en fejlfri repair mekanisme, kan under resyntesen dannes 
heterodupleks DNA, som f.eks. kan indeholde abnormaliteter så som loops og misparrede 
baser. Derfor skal det omdannes til homodupleks DNA. Omdannelsen sker ved hjælp af 
MMR-systemet, et repair system som kan genkende og reparere forkert parrede baser i 
DNA og kan både rette de fejl som opstår under replikationen, forhindre rekombination 
mellem ikke-homologe regioner af DNA og udføre repair af heterodupleks DNA dannet 
under HRR. På denne måde kan cellen opretholde sin genomintegritet. I de følgende afsnit 
vil de enkelte proteiner i MMR systemet blive gennemgået og der redegøres for EXO1s 
rolle i forbindelse med bortskæring af mismatches. 
  
 
Proteiner i MMR 
 
MMR systemet i gær indeholder MutS homologerne MSH1-6 og MutL homologerne MLH1-
3 og PMS1. De menneskelige MutL homologer er PMS1, PMS2, MLH1 og MLH3 og MutS 
homologerne er MSH2-6. MutS homologerne danner heterodimere komplekser kaldet 
MutSα (MSH2·MSH3) og MutSβ (MSH2·MSH6). MutSα kan genkende base-base 
mismatches, små insertion deletion loops (IDLs), mens MutSβ genkender store IDLs. 
MSH4 og MSH5 er meiosespecifikke og vil derfor ikke beskrives yderligere. MutL 
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homologerne danner heterodimere komplekser MutLα (MLH1·PMS2) og MutLβ 
(MLH1·PMS1) [Harfe og Jinks-Robertson 2000]. EXO1 interagerer med MLH1 og er 
afhængig af MutLα i 3’-5’ bortskæring. Bortskæring i 5’-3’ retningen, kræver kun EXO1 og 
MutSα [Genschel og Modrich 2003].   
 
Andre nævneværdige proteiner i forbindelse med MMR systemet er proliferating cell 
nuclear antigen (PCNA) og replication protein A (RPA). PCNA menes at have en rolle i 
initiering af reparation og resyntese af DNA [Flores-Rozas et al. 2000]. MutSα danner et 
kompleks med PCNA og genkender mismatches. Derefter overføres MutSα til mismatchet 
og EXO1 aktiveres [Lau og Kolodner 2003]. RPA binder sig til ssDNA, hvorved den 
forhindrer andre proteiner såsom EXO1 i at binde sig til ssDNA [Genschel og Modrich 
2003]. Bortskæring i 3’- 5’ retning kræver udover EXO1, RPA, MutSα og MutLα også 
replication factor C (RFC) og PCNA. 
 
MMR og EXO1 
 
Et mismatch i DNA'et kan lokaliseres af MutSα, der binder sig hertil. Herefter udfører en 
endnu ukendt endonuklease et nick enten 5’ eller 3’ i forhold til mismatchet. Interaktioner 
mellem MutSα, MutLα og EXO1 menes at loade EXO1 til nicket. Interaktioner mellem 
MutSα og EXO1 øger den exonukleolytiske specificitet. EXO1 bortskærer den del af DNA 
strengen, der indeholder mismatchet, hvilket danner et gap. Dette gap udfyldes af RPA, 
hvilket forhindrer EXO1 i at blive loadet til DNA uden hjælp fra MutSα. MutSα loader EXO1 
så længe der er et mismatch til stede [Genschel og Modrich 2003]. Gappet, der nu er helt 
udfyldt af RPA, er et dårligt substrat for EXO1. Dette, samt tilstedeværelsen af 
komplekserne MutSα og MutLα, der virker hæmmende på EXO1, når der ikke er et 
mismatch, forhindrer at EXO1 bortskærer mere DNA end nødvendigt (Figur 10) [Genschel 
og Modrich 2003]. 
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Figur 10: EXO1s involvering i 5’-3’retning mismatch repair.  
Et mismatch detekteres af MutSα der binder sig hertil. En endnu ukendt endonuklease laver et nick i 
5’ retning i forhold til mismatchet. EXO1 loades til gappet og bortskærer mismatchet. Det gap der 
opstår ved bortskæring udfyldes med RPA, der er et svagt substrat for EXO1. MutLα og MutSα 
hæmmer EXO1s aktivitet på DNA, når der ikke er et mismatch længere [Genschel og Modrich 2003. 
Figuren er modificeret]. 
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DISKUSSION 
 
Det er i denne rapport beskrevet, hvilke sammenhænge der er mellem EXO1 og MRX 
komplekset. Forsøg har vist, at EXO1 har funktioner, der kan overlappe MRX kompleksets 
ved bearbejdning af DSB i HRR. Mange af de forsøg vi har beskrevet i indeværende 
rapport, er udført i gærceller. Da der eksisterer homologer i pattedyr for alle kendte S. 
cerevisiae HRR-proteiner, kan resultaterne tilnærmelsesvist bruges som mammalt 
tolkningsgrundlag [Jackson 2001].  
 
 
EXO1 kan ikke behandle brud med dirty ends 
 
Det er vist at dirty ends kan behandles af MRE11, da dirty ends akkumuleres i mre11Δ  og 
mre11-H125N mutanter [Moreau et al. 2001]. MRE11 menes at fjerne de ”beskidte” dele af 
bruddet, således at der bliver dannet et ”rent” brud, der er substrat for EXO1 eller en anden 
nuklease [Moreau et al. 2001]. I en exo1 mutant fjernes dirty ends effektivt og i mre11-
H125N:exo1Δ dobbeltmutanter er IR sensitiviteten ikke så høj som i 
exo1Δ:mre11Δ dobbeltmutanter [Moreau et al. 2001]. Muligvis skyldes det at MRX-
kompleksets samlede konformation ikke ændres ved inaktivering af MRE11s 
nukleasedomæne. Dette resultat tyder på at MRX-kompleksets primære virkemåde i 
forbindelse med behandling af dirty ends er afhængig af dets konformation. EXO1 har ikke 
nogen effekt i reparation af DSB med dirty ends, da det er underordnet om EXO1 er 
udtrykt. 
 
 
EXO1 kan delvist kompensere for MRX-kompleksets subunits 
 
Overudtryk af EXO1 reducerer sensitiviteten over for MMS i henholdsvis mre11, xrs2 og 
rad50 mutanter. Ud fra dette resultat kan man konstatere at overudtryk af EXO1 til dels kan 
kompensere for de manglende subunits funktioner [Lewis et al. 2002]. Det er vigtigt at 
pointere, at EXO1 kun kan erstatte MRX-kompleksets funktioner effektivt, hvis EXO1 er 
overudtrykt og kun ved reparation af rene DSB. Dog er det udelukkende undersøgt i 
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mutanter, hvor kun en subunit er slettet. Vi forventer at EXO1 vil kunne kompensere for det 
samlede MRX-kompleks, dog kun i en meget ringe grad og kun ved rene DSB.  Da vi 
endnu ikke har set undersøgelser hvor to eller alle subunits i komplekset er fjernet, kunne 
dette være interessant at udføre for at teste denne hypotese. 
 
EXO1s kompenserende funktion for MRX-komplekset er også underbygget i forbindelse 
med mating type switching i S. cerevisiae [Lewis et al. 2002]. Mating type switching 
forløber til fulde i henholdsvis rad50, mre11 og xrs2 mutanter ved overudtryk af EXO1, men 
med reduceret hastighed [Ivanov et al. 1994; Lewis et al. 2002]. I exo1 mutanter påvirkes 
mating type switching ikke, men i en exo1:mre11 dobbeltmutant er processen endnu mere 
forsinket end i mre11 mutanten. Dette viser at exo1 ikke har nogen rolle i mating type 
switching, hvis mre11 er repræsenteret, men kan overlappe dennes funktion, hvis den ikke 
er repræsenteret. Resultaterne tyder på at MRX-komplekset ikke har nogen nuklease 
aktivitet i denne forbindelse, men at det rekrutterer andre nukleaser. Dette kan dog ikke 
tilskrives en enkelt subunit, da rad50:exo1 og mre11:exo1 har samme overlevelsesrate ved 
MMS inducerede DSB [Tsubouchi og Ogawa 2000]. Det er derfor sandsynligt at MRX-
kompleksets rumlige konformation er essentiel i mating type switching. 
 
Undersøgelser viser at EXO1 delvist kan kompensere for manglende XRS2 proteiner i 
gærceller ved at øge aktiveringen af MEC1s checkpointrespons [Nakada et al. 2004]. Det 
ses af resultaterne, at xrs2Δ mutanter har dårligere aktivering af checkpointrespons, 5’-3’-
bortskæring med reduceret hastighed og en reduceret mængde MEC1 bundet til DSB, 
mens exo1Δ mutanterne ikke er forskellige fra wild type.  
xrs2Δ:exo1Δ dobbeltmutanter har endnu dårligere aktivering af checkpointrespons end i 
xrs2Δ mutanter, en yderligere hastighedsforringelse af 5’-3’-bortskæringen og ingen målbar 
binding af MEC1 til DSB [Nakada et al. 2004]. 
Disse resultater tyder på at EXO1 har en overlappende, men ineffektiv funktion med MRX-
komplekset i at starte MEC1 signaltransduktionspathwayen og sørge for bortskæring i 5’-
3’-retningen. Resultaterne viser også at XRS2 spiller en rolle i forbindelse med regulering 
af 5’-3’-bortskæring ved DSB, da aktiviteten falder i xrs2Δ mutanter [Nakada et al. 2004]. 
Dette kan skyldes manglende protein-protein interaktioner i MRX-komplekset, eller en 
konformationel ændring af komplekset når XRS2 fjernes. 
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Det ses dog i xrs2Δ:exo1Δ dobbeltmutanter at der stadig er nukleolytisk aktivitet. En helt 
tredje nuklease kunne derfor være involveret. 
Det er interessant at der ikke finder nogen form for binding af MEC1 til DSB sted i xrs2Δ: 
exo1Δ  dobbeltmutanter [Nakada et al. 2004]. Dette betyder at der ikke findes et 
overlappende system, der kan iværksætte MEC1 signaltransduktionspathwayen indenfor 
den undersøgte tidsramme.  
Vi mener at EXO1 ved at behandle bruddet har mulighed for at lave en struktur, der kan 
facilitere binding af MEC1 hertil. Hvis MRX-komplekset er til stede, mener vi ikke at EXO1 
har nogen funktion i denne forbindelse. Da MEC1 og ATM er foreslået at have nogle af de 
samme funktioner i henholdsvis gær og mammale celler [Paciotti et al. 2001], er det muligt 
at resultaterne gælder for begge celletyper. 
EXO1 og MRX-komplekset er højt konserverede og derfor er det sandsynligt at ATM 
signaltransduktionspathwayen fungerer på samme måde i gær som i højere eukaryote 
organismer.  
At en organisme mangler muligheden for at standse cellecyklus i forbindelse med 
registrering af en DNA skade kan være meget ødelæggende. Hvis ATM ikke signalerer 
skaden videre ved at fosforylere de proteiner der skal stoppe cellecyklus, har cellen ingen 
mulighed for at stoppe denne. Derfor er det muligt at eventuelle skader ikke når at blive 
repareret, hvilket kan føre til cancer eller apoptosis på længere sigt.  
 
 
EXO1 er ikke den primære nuklease i HRR 
 
Resultaterne, som er diskuteret i ovenstående afsnit, kan tolkes som at der i exo1:rad50 
dobbeltmutanten ikke er muteret to proteiner i HRR-pathwayen, men at der er muteret 
proteiner fra to repair pathways: en hvori MRX komplekset indgår og en anden hvori EXO1 
indgår uafhængigt af MRX komplekset [Lewis et al. 2002; Tsubouchi og Ogawa 2000]. Vi 
foreslår at EXO1 ikke har nogen specialiseret funktion i HRR. EXO1s funktion i HRR sker 
udelukkende på baggrund af dens affinitet for DSB. Når de specialiserede proteiner er til 
stede i cellen, har EXO1 ingen eller meget lille mulighed for at behandle DSB, men når 
disse proteiner fjernes, kan EXO1 ved diffusion bindes til brudene og bortskære i 5’-3’- 
retningen.  
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Bearbejdning af DSB i fravær af MRX-komplekset, forløber langsommere end i wild type 
celler.  
Resultater der viser at overudtryk af EXO1 i rad51, rad52 og rad54 enkeltmutanter har en 
negativ effekt på udpladningseffektiviteten, tyder på at den pathway der benyttes er HRR. 
Disse proteiner er essentielle for at HRR kan forløbe korrekt.  
Selvom MRX-komplekset ikke er til stede til at aktivere ATM, er det muligt at ATM bliver 
aktiveret på anden vis f.eks. ved autofosforylering [Lee og Paull 2005]. På denne måde 
sættes HRR pathwayen i gang uafhængigt af MRX-komplekset.  
 
At EXO1 ikke har egenskaberne til at behandle dirty ends, kan skyldes at den er integreret 
i en anden repair pathway, hvor den exonukleolytiske funktion kun er tilpasset bortskæring 
af rene brud.  
Vi foreslår derfor at grunden til at EXO1 fungerer i HRR, er at den findes frit i nukleus som 
en funktionel del af MMR. Dette stemmer overens med EXO1s sekundære rolle i HRR og 
dens affinitet for rene brud.  
 
Baseret på ovenstående diskussion af EXO1s rolle i HRR, mener vi ikke at deletion eller 
inaktivering af EXO1 i HRR kan føre til defekter der kan forårsage cancer. EXO1 har ingen 
primær rolle i HRR og dens funktion kan kun beskrives som en mere eller mindre tilfældig 
støtte for MRX-komplekset i bearbejdning af rene DSB.  
 
 
WRN og BLM helikaserne har en stimulerende effekt på EXO1s nukleolytiske 
aktivitet 
 
Der er empirisk underbyggede beviser på, at RecQ-helikaserne WRN og BLM, som 
tidligere nævnt, stimulerer nukleaseaktiveten for nukleaserne i RAD2-gruppen [Sharma et 
al. 2003; Sharma et al. 2004]. 
WRN stimulerer den endo- og exonukleolytiske aktivitet i EXO1 til et niveau 37 gange 
højere end wild type niveau [Sharma et al. 2003].  
Det er vist at der er en direkte energi-uafhængig protein-protein interaktion mellem WRN 
og EXO1. Denne interaktion finder sted gennem den ikke-katalytiske COOH-terminus, der 
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er højt konserveret i RecQ-familien. Denne stimulering er uafhængig af WRNs normale 
katalytiske funktion og ændrer ikke på strukturspecificiteten for EXO1. Stimuleringen 
skyldes derfor ikke at WRN fremstiller rekombinationsintermediære specifikke for EXO1 
[Sharma et al. 2003]. 
 
For BLM er stimulering kun undersøgt i forbindelse med FEN1 og har vist at stimulere 
dennes endonukleolytiske aktivitet ved protein-protein interaktion [Sharma et al. 2004]. 
Da FEN1 og EXO1 er nært beslægtede, og interaktionsterminus er meget konserveret i 
både WRN og BLM, er det nærliggende at BLM også har en stimulerende effekt på EXO1. 
Da WRNs interaktion med EXO1 er velundersøgt, benyttes denne sammenhæng som 
grundlag for de følgende diskussioner: 
 
WRN-proteinet har som tidligere nævnt en rolle i branch migration for Holliday junctions. 
Det er endnu uvist, hvordan Holliday junctions kløves i eukaryoter under HRR. WRN har 
både 3’-5’ og 5’-3’ exonukleolytisk aktivitet, men disse funktioner menes at være relaterede 
til helikaseaktiviteten [Suzuki et al. 1999, Huang et al. 1998]. EXO1 kunne derfor tiltænkes 
en endonukleolytisk funktion i resolvering af Holliday junctions, da WRN som nævnt 
stimulerer EXO1s aktivitet. Ved resolvering af Holliday junctions vil de to proteiner være i 
fysisk kontakt og herved danne de protein-protein interaktioner, der kræves for stimulering. 
Andre resultater peger også på, at EXO1 kløver rekombinationsintermediære, herunder 
Holliday junctions [Kirkpatrick et al. 2000]. Disse resultater kommer dog fra observationer 
af meiotisk rekombination og ikke mitotisk HRR. Det menes at kløvning af Holliday 
junctions foregår ens i mitotisk og meiotisk rekombination. Herudover er det er endnu ikke 
empirisk påvist at EXO1 faktisk lokaliserer sig til Holliday junctions. 
 
Den genomustabilitet der ses i WRN mutanter, skyldes til dels den manglende interaktion 
mellem EXO1 og WRN, der kan føre til en kraftig forringelse af den nukleolytiske aktivitet 
[Sharma et al. 2003]. Den manglende interaktion kan muligvis påvirke kløvning af Holliday 
junctions. Genomustabilitet fører til hypersensitivitet over for DNA-skadende stoffer 
[Sharma et al. 2003]. Det konserverede COOH-domæne i WRN interagerer med flere 
nukleaser i RAD2-gruppen udover EXO1, hvilket kan betyde at genomustabiliteten ikke 
udelukkende skyldes forringet EXO1 aktivitet [Sharma et al. 2003]. 
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EXO1 kan behandle stagnerede replikationsgafler 
 
Det er foreslået at EXO1 spiller en rolle i forbindelse med genstart af stagnerede 
replikationsgafler ved at udføre en bortskæring, der giver polymerasen mulighed for at 
genoptage replikationen. Det antages at EXO1 har fysisk interaktion med replisomet 
[Cotta-Ramusino et al. 2005]. 
EXO1s rolle er nukleolytisk at bearbejde strengene omkring replikationsgaflen, således at 
den stabiliseres som vist på Figur 11. Dette gøres ved at EXO1 danner ssDNA 
intermediære, som forhindrer at replikationsgaflen begynder at bevæge sig baglæns og 
derved danner Holliday junctions. Hvis der dannes Holliday junctions i denne 
sammenhæng, vil det tiltrække en række resolverende proteiner og true genomet, da 
proteiner kan kløve Holliday junctions (Figur 12) [Cotta-Ramusino et al. 2005]. Herudover 
kræves EXO1 og MRE11 også i fosforylering af  RAD53 checkpointproteinet, som bl.a. 
kontrollerer genstart af replikationen [Nakada et al. 2004]. 
 
Figur 11: Her vises hvordan replisomet (den grå trekant) dissocierer fra replikationsgaflen efter 
stagnationen i rad53 mutanter. Herefter ses det hvordan EXO1 (den mørke cirkel) bortskærer de 
nysyntetiserede strenge på to forskellige skadetyper, for at undgå yderligere tilbagetrækning af 
replikationsgaflen således at der dannes Holliday junctions [Cotta-Ramusino et al. 2005]. 
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Figur 12 En mulighed for resolvering af Holliday junctions efter replikationsgaflen har trukket sig 
tilbage som følge af skade. 
 
SGS1, som er gærhomologen til de HRR-involverede proteiner WRN og BLM, er vigtig for 
genomstabilitet og har en mulig rolle i resolvering af stagnerede replikationsgafler. Derfor 
er det også sandsynligt at WRN og BLM helikaserne kan indvirke i reparation af 
stagnerede replikationsgafler i pattedyr [Tran et al. 2004]. 
EXO1s nukleolytiske aktivitet ved stagnerede replikationsgafler går relativt langsomt, når 
RAD53 ikke er udtrykt i cellen. EXO1 har ingen mulighed for at associere med DNA 
polymerasen, og herved genstarte replikationen, men kan udelukkende stabilisere 
replikationsgaflen [Cotta-Ramusino et al. 2005].  
 
Som det ses på Figur 11 danner EXO1 ssDNA intermediære for at klargøre til genstart af 
replikationsgaflen. Problemet er, at der i rad53 mutanter ikke er mulighed for dette, da 
EXO1 ikke alene kan rekruttere DNA polymerasen til replikationsgaflen. Derfor vil EXO1 
danne store mængder af ssDNA, der ikke behandles yderligere. Dette skaber en risiko for 
carcinogenesis, idet at den høje reaktivitet af ubehandlet ssDNA vil give mulighed for en 
stor mængde mutationer og hyperrekombination [Cotta-Ramusino et al. 2005]. EXO1 er 
derfor ikke i sig selv et proto-oncogen i wild type celler i forbindelse med stagnerede 
replikationsgafler. 
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EXO1 er essentiel i MMR-systemet 
 
Single nucleotide polymorfisms (SNPs) i EXO1s interaktionsdomæner med MLH1 og 
MSH2, er associeret med risiko for udvikling af cancer [Yamamoto et al. 2005]. Hvis der 
eksempelvis i T439M-domænet i EXO1 genet udskiftes en polær aminosyre med en 
upolær aminosyre, påvirkes interaktionen med MLH1 [Yamamoto et al. 2005]. Det er muligt 
at MutLα ikke interagerer optimalt med det muterede T439M-domæne [Yamamoto et al. 
2005]. Herved vil EXO1 muligvis bortskære mere end den skal. Ligeledes gælder det for 
mutationer i EXO1s interaktionsdomæne med MSH2 [Yamamoto et al. 2005], hvilket 
muligvis kan føre til enten en reduktion eller en overstimulering af EXO1s aktivitet.  
 
Det er ikke kun mutationer i EXO1, der vil resultere i en defekt i MMR systemet. Også 
mutationer i de proteiner, der er med til at identificere mismatches, kan deaktivere visse 
funktioner af MMR systemet. Et eksempel herpå er MSH2, som danner kompleks med 
henholdsvis MSH6 og MSH3 [Schmutte et al. 2001]. En sådan mutation kaldes dominant 
negativ.  
 
In vitro forsøg har vist at EXO1s aktivitet i 3’-5’ retningen bl.a. er afhængig af PCNA 
[Dzantiev et al. 2004]. PCNA interagerer med MutS komplekserne og fungerer i 
skadegenkendelse [Lau og Kolodner 2003], men indgår også i aktiveringen af EXO1, hvor 
den er vigtig for stimulering af 3’-5’ nukleolytisk aktivitet [Dzantiev et al. 2004]. En ændring 
af PCNAs konformation kan gøre at den ikke kan interagere med EXO1, som ikke vil kunne 
udføre bortskæring af mismatches, hvor nicket er i 3’-5’ retningen i forhold til mismatchet. 
RFC er en anden faktor der også er nødvendig for EXO1s 3’-5’ nukleaseaktivitet [Dzantiev 
et al. 2004]. Det er muligt at RFC er nødvendig, da den fungerer ved at loade PCNA til 
DNA.  
 
Der er indtil nu ikke identificeret et andet protein, der kan overlappe EXO1s funktioner i 
MMR systemet i humane celler. Hvis et sådant ikke eksisterer, vil en mutation i EXO1 
kunne betyde at mismatches, der genkendes af MMR systemet, ikke vil blive bortskåret og 
herved ikke blive rettet. Dette vil betyde at mismatches potentielt kan blive til mutationer i 
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organismen, hvilket kan føre til udvikling af cancer. EXO1 er derfor essentiel for rettelsen af 
mismatches.  
Det er vist i forsøg med mus at der er en anden nukleolytisk aktivitet i forbindelses med 
MMR. EXO1 inaktivering viste at EXO1Δ celler in vitro har en 30 gange større 
mutationsrate i forhold til wild type celler. MSH2Δ celler viste en 150 gange større 
mutationsrate i forhold til wild type celler. Disse resultater viste at EXO1Δ celler stadig 
udviser et delvist funktionelt MMR system [Wei et al. 2003]. Hvis EXO1 var den eneste 
nuklease der var aktiv i MMR-systemet, så ville en EXO1Δ mutant udvise den samme 
mutationsrate som en MSH2Δ mutant. Dette viser at der må være en anden exonuklease 
involveret i MMR processen. På trods af et delvist fungerende MMR-system i EXO1Δ 
mutanter, vil den øgede mutationsrate stadig give anledning til carcinogenesis.  
 
 
Konklusion 
 
Vi konkluderer at EXO1 har overlappende funktioner med MRX-komplekset, hvis dette 
inaktiveres ved at fjerne de enkelte subunits. Vi forventer yderligere at EXO1 vil kunne 
kompensere for hele kompleksets funktion, hvis dette fjernes. 
Vi finder, at EXO1s evne til at kompensere for MRX-komplekset ikke er dens primære 
funktion, da dette kun sker i ringe grad og udelukkende ved behandling af rene brud. 
Vi konkluderer derfor, at EXO1 fungerer i en anden pathway hvor den behandler rene brud. 
Vi mener at det er sandsynligt at denne pathway er MMR, da der her dannes nicks, der er 
rene brud.  
Vi mener ikke, at en fjernelse af EXO1 vil føre til cancer i forbindelse med HRR. 
 
Herudover konkluderer vi at EXO1 er essentiel for MMR systemet. EXO1 ikke er den 
eneste nuklease, der kan arbejde i MMR, da exo1Δ mutanter udviser et aktivt MMR-
system, men med meget nedsat funktion. exo1Δ mutanter har derfor nedsat mulighed for 
at reparere mismatches, og vil akkumulere mutationer over tid, hvilket potentielt kan føre til 
cancer eller apoptosis. 
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